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Judul  : ”Pemurnian Enzim Selulase dari Isolat Khamir Jenis Candida utilis    
menggunakan Fraksinasi Amonium Sulfat” 
 
 
Candida utilis merupakan jenis khamir selulolitik yang mampu memproduksi 
enzim selulase. Enzim selulase yang diproduksi dari mikroorganisme ini diperoleh 
sebagai enzim ekstrak kasar yang mengandung banyak protein lain sehingga perlu 
dilakukan pemurnian enzim. Penelitian ini bertujuan memurnikan ekstrak kasar 
enzim selulase dengan metode fraksinasi menggunakan garam amonium sulfat  
dengan variasi tingkat kejenuhan 0-100%. Hasil fraksinasi amonium sulfat 
selanjutnya dilakukan uji kuantitatif untuk menentukan aktivitas enzim dan kadar 
protein enzim selulase. Metode asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) digunakan untuk uji 
aktivitas  enzim  selulase  yang  diukur  dengan  spektrofotometer  UV-Vis  pada      
 540 nm dan metode bradford digunakan untuk uji kadar protein enzim selulase 
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada  595 nm. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa nilai aktivitas enzim selulase tertinggi berada pada fraksi 80% 
sebesar 0,2163 U/mL dan kadar protein enzim selulase tertinggi berada pada fraksi 
40% sebesar 0,0723 mg/mL. 
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Candida utilis is a type of cellulolytic yeast that capable of producing 
cellulase enzymes. Cellulase enzymes produced from these microorganisms are 
obtained as enzymes of crude extracts that contain many other proteins so enzymes 
are necessary to be purified. This research aimed to purify the crude extract of 
cellulase enzyme by fractionation method using ammonium sulfate salt with 
variation of 0-100% saturation level. The result of fractionation of ammonium 
sulphate is then carried out quantitative test to determine enzyme activity and 
cellulase enzyme protein level. The 3,5-dinitrosalisilate acid (DNS) method was used 
to test cellulase enyzme activity as measured by UV-Vis spectrophotometer at  540 
nm and the Bradford method was used for the test of cellulase enzyme protein levels 
measured by a UV-Vis spectrophotometer at  595 nm. The results showed that the 
highest cellulase enzyme activity was in the 80% fraction of 0.2163 U/mL and the 
highest level of enzyme cellulase was at a fraction of 40% of 0.0723 mg/mL. 
 














A. Latar Belakang 
Indonesia merupakan salah satu negara yang terdiri dari berbagai macam 
industri. Semakin pesatnya persaingan industri untuk menghasilkan produk yang 
berkualitas dengan waktu produksi yang cepat dan efisien serta produktivitas 
ekonomis, maka dilakukan suatu pengembangan salah satunya dengan 
memanfaatkan potensi keanekaragaman hayati. Indonesia memiliki keanekaragaman 
hayati yang sangat berlimpah, diantaranya yaitu mencakup mikroorganisme, hewan 
dan tumbuhan. Namun, mikroorganisme paling banyak digunakan karena 
pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh pada substrat yang ekonomis, mudah 
ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi pertumbuhan serta mampu 
menghasilkan berbagai macam enzim penting. Salah satu mikroorganisme penghasil 
enzim yang dapat dimanfaatkan yaitu khamir. Di Indonesia memiliki lingkungan 
yang beriklim tropis sehingga cocok untuk pertumbuhan khamir. 
Khamir merupakan kelompok mikroorganisme yang terdiri dari beberapa ribu 
spesies. Mikroorganisme ini banyak terdapat di tanah, udara, bersifat heterotrof dan 
mampu beradaptasi dengan beragam lingkungan. Khamir memiliki beberapa enzim 
penting seperti selulase, fosfatase, lipase, dan proteinase yang menyeb abkan khamir 
memegang peranan penting dalam dekomposisi senyawa organik dan dapat 
digunakan untuk keperluan industri (Kanti, 2004). Namun pengamatan terhadap 






sebagai salah satu mikroorganisme yang memiliki daya selulolitik (Kanti, dkk., 
2003). 
Khamir selulolitik mampu menghasilkan enzim selulase yang mempunyai 
peranan dalam siklus biogeokimia khususnya kemampuan dalam mendegradasi 
selulosa (Kanti, dkk., 2003). Selulosa  dapat dikonversi  menjadi  senyawa  yang  
lebih sederhana  dan  produk  multiguna  lainnya dengan proses biologi  yang aman 
dengan memanfaatkan enzim dalam proses reaksinya tanpa melibatkan penggunaan 
bahan kimia yang banyak sehingga biaya produktivitas ekonomis dan meminimalisir 
buangan limbah berbahaya. Penanggulangan limbah dapat dilakukan secara biologi 
yaitu dengan menguraikan  selulosa tersebut  menggunakan  enzim selulase yang 
dapat diperoleh dari khamir selulolitik (Oktavia, dkk., 2014). Khamir selulolitik 
termasuk dalam kelompok fungi dimana mikroorganisme jenis ini dapat tumbuh 
dengan baik bila berada pada lingkungan yang lembab atau cukup akan jumlah air. 
Mikroorganisme ini adalah ciptaan Allah swt yang dapat memberi manfaat apabila 
tumbuh dengan baik yaitu jika terpenuhi salah satu kebutuhannya yaitu air. 
Sebagaimana dijelaskan melalui firman Allah swt dalam QS. Al-Nur/24: 45 sebagai 
berikut: 
  للَّهِٱ وَ    نۡ وَ   
وَ وَ   نۡ وَ   للَّهِ  ي   نۡ  وَ   ةٖ 
آ  للَّهِ    مِّ  ةٖ للَّهِآ وَ  
للَّهِ   وَ وَ وَ  ۦ  نۡ وَ   للَّهِ  ي   نۡ  وَ  
     نۡ وَيَ ٖۚ ةٖعوَب نۡر
وَ
أ ٰٓ
وَ وَ   نۡ وَ   للَّهِ  ي   نۡ  وَ   نۡيۡ
وَ نۡج ر  
وَ وَ  للَّهِٱ  للَّهِن إ ُۚ   
آ  وَشوَ ي  وَ   وَ للَّهِٱ  ةٖ نۡ
وَشَ  
مِّ    
وَ وَ  
 ٞري  دوَق٤٥  
Terjemahnya : 
“Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari 
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua 
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah 
menciptakan apa yang dikehendaki-Nya. Sesungguhnya Allah Maha Kuasa 
atas segala sesuatu” (Kementrian Agama, 2002). 
 Menurut M. Quraish Shihab dalam bukunya yang berjudul Tafsir al-Mishbah 





Allah juga telah menciptakan semua jenis hewan dari air yang memancar 
sebagaimana Dia menciptakan tumbuhan dari air yang tercurah. Lalu Allah swt 
menjadikan hewan-hewan itu beraneka ragam jenis, potensi, dan fungsinya. Betapa 
penciptaan tersebut menunjukkan kekuasaan Allah sekaligus kehendak-Nya yang 
mutlak. Jika dipandang dari satu sisi bahan penciptaannya sama yaitu air, akan tetapi 
air dijadikannya dalam bentuk yang berbeda-beda lalu dengan perbedaan itu Dia 
menciptakan makhluk hidup yang memiliki potensi dan fungsi berbeda-beda pula 
yang sungguh berbeda dengan substansi serta kadar air yang merupakan bahan 
kejadiannya (Shihab, 2002). 
Ayat tersebut menjelaskan bahwa bahan penciptaan dan kebutuhan hidup 
setiap makhluk di muka bumi ini adalah air. Jika kebutuhan utamanya terpenuhi, 
maka makhluk hidup tersebut akan tumbuh dengan baik dan dapat menjalankan 
fungsinya masing-masing serta memberikan manfaat. Peran air sangat penting bagi 
kehidupan semua makhluk hidup termasuk mikroorganisme salah satunya khamir 
selulolitik. Khamir selulolitik bermanfaat bagi manusia bila dapat tumbuh dengan 
baik karena akan dapat menghasilkan enzim yang sangat berperan penting dalam 
keperluan industri yaitu enzim selulase. Salah satu golongan khamir selulolitik yang 
dapat menghasilkan enzim selulase yaitu jenis Candida. 
Candida termasuk salah satu jenis khamir yang memiliki daya selulolitik. 
Jenis Candida yang memiliki daya selulolitik dan dapat menghasilkan enzim yaitu 
Candida utilis. Candida ini digolongkan khamir selulolitik karena kemampuannya 
untuk menghasilkan enzim selulase yang dapat menghidrolisis ikatan                     
β(1-4)-glikosidik pada selulosa (Idiawati, dkk., 2014). Candida utilis tergolong 
organisme anaerob fakultatif yaitu dapat tumbuh dengan atau tanpa adanya oksigen. 





(Environment and Climate Change, 2016). Candida utilis merupakan salah satu 
khamir yang dapat dimanfaatkan karena kemampuannya memproduksi enzim 
selulase. 
Enzim  selulase  merupakan  enzim ekstrakseluler  yang  dihasilkan  di  dalam 
sel kemudian dikeluarkan ke media tumbuhnya (Rahayu, 2014). Enzim selulase 
dihasilkan oleh mikroorganisme selulolitik yang dapat diproduksi dari suatu substrat 
berbahan lignoselulosa (Idiawati, dkk., 2014). Enzim selulase ini memiliki 
kemampuan untuk menghidrolisis ikatan β-1,4-glikosidik pada bahan yang 
mengandung selulosa. Enzim selulase dapat diklasifikasikan menjadi tiga kelompok, 
yaitu endo-1,4-β-D-glukanase, eksoo-1,4-β-D-glukanase, dan β-D-glukosidase 
(Rahayu, 2014). Produksi enzim selulase umumnya menggunakan  mikroorganisme 
seperti fungi  atau  bakteri  yang  telah diisolasi (Sonia dan Joni, 2015). Enzim 
selulase yang diisolasi dari organisme jenis Candida utilis terdiri atas berbagai 
macam jenis molekul protein enzim sehingga harus dilakukan pemurnian enzim 
selulase. 
Pemurnian enzim selulase merupakan metode untuk pemisahan (pemurnian) 
enzim dari molekul-molekul protein lain dalam enzim selulase. Pemurnian selulase 
bertujuan untuk memperoleh enzim selulase dari suatu isolat Candia utilis yang lebih 
murni dari ekstrak kasar enzim selulasenya. Kemampuan enzim selulase dalam  
menghidrolisis  selulosa  akan  meningkat  apabila dilakukan optimasi pemurnian 
aktivitas selulase (Sinatari, dkk., 2013). Pemurnian selulase dari suatu isolat dapat 
menggunakan proses fraksinasi. 
Fraksinasi merupakan suatu proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam 
suatu larutan atau suspensi yang memiliki karakteristik berbeda (Yuliasih, 2010). 





protein yang terkandung dalam enzim selulase. Pemisahan tersebut dapat dilakukan 
dengan fraksinasi protein menggunakan garam amonium sulfat. Fraksinasi protein 
dapat dilakukan dengan menggunakan garam amonium sulfat karena kestabilan 
protein di dalam amonium sulfat dapat bertahan lama. Fraksinasi dilakukan secara 
bertingkat untuk memperoleh larutan dengan tingkat kejenuhan yang berbeda agar 
didapatkan beberapa fraksi yang salah satunya memiliki aktivitas enzim paling tinggi 
(enzim yang paling murni). Fraksinasi amonium sulfat didasarkan pada pengaruh 
jumlah penambahan garam yang berbeda terhadap kelarutan protein sehingga dapat 
menghasilkan protein yang mengandung kadar garam yang tinggi (Sinatari, dkk., 
2013). 
Penelitian tentang pemurnian enzim menggunakan fraksinasi amonium sulfat 
telah banyak dilakukan salah satunya penelitian Sinatari, dkk. (2013) yang 
melakukan pemurnian selulase menggunakan fraksinasi amonium sulfat dengan 
tingkat kejenuhan 0-100% diperoleh hasil yaitu aktivitas ekstrak kasar selulase 
sebesar 0,212 Unit/mg protein, sedangkan aktivitas selulase yang paling tinggi 
berada pada fraksi 2 (20-40%  amonium sulfat)  yaitu  sebesar  0,749  U/mg protein. 
Berdasarkan penelitian Mayasari (2016) melakukan fraksinasi amonium 
sulfat terhadap enzim amilase diperoleh hasil yaitu nilai aktivitas pada fraksi 60% 
sebesar 0,0214 U/mL dan kadar protein sebesar 0,0577 mg/mL. Pada penelitian ini 
bertujuan melakukan fraksinasi protein enzim selulase menggunakan garam 
amonium sulfat untuk menentukan aktivitas enzim selulase dan kadar protein dari 





B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan uraian di atas, rumusan masalah dari penelitian ini adalah 
sebagai berikut: 
1. Berapa aktivitas ekstrak kasar enzim dan enzim hasil fraksinasi dari 
pemurnian enzim selulase khamir jenis Candida  utilis? 
2. Berapa kadar protein ekstrak kasar enzim dan enzim hasil fraksinasi dari 
pemurnian enzim selulase khamir jenis Candida  utilis? 
C. Tujuan Penelitian  
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Untuk mengetahui aktivitas ekstrak kasar enzim dan enzim hasil fraksinasi 
dari pemurnian enzim selulase khamir jenis Candida  utilis. 
2. Untuk mengetahui kadar protein ekstrak kasar enzim dan enzim hasil 
fraksinasi dari pemurnian enzim selulase khamir jenis Candida  utilis. 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah: 
1. Memberikan pemahaman kepada penulis tentang manfaat enzim selulase 
dari khamir selulolitik jenis Candida utilis. 
2. Memberikan informasi kepada masyarakat dan menambahkan literatur 
penelitian untuk dikembangkan lebih lanjut kepada peneliti selanjutnya 










A. Tinjauan umum khamir 
Khamir merupakan mikroorganisme yang termasuk dalam kelas fungi dan 
bersifat heterotrofik yaitu organisme yang memerlukan senyawa organik untuk 
nutrisinya, apabila hidup dari benda organik mati yang terlarut, organisme ini  
disebut saprofit. Saprofit yaitu dapat menghancurkan sisa-sisa tumbuhan dan hewan 
yang kompleks, menguraikannya menjadi zat-zat kimia ya g lebih sederhana, yang 
kemudian dikembalikan dalam tanah, dan selanjutnya meningkatkan kesuburannya. 
Khamir merupakan fungi uniseluler dan dapat bersifat dimorfistik, yaitu memiliki 
dua fase dalam siklus hidupnya, bergantung kepada keadaan lingkungan yaitu fase 
hifa (membentuk miselium) dan fase khamir (membentuk sel tunggal). Khamir dapat 
sangat menguntungkan bagi manusia, dan sebaliknya organisme ini juga dapat 
merugikan bagi manusia apabila membusukkan kayu, tekstil, makanan dan bahan-
bahan lain (Pelczar, 2008). 
Khamir adalah mikroorganisme bersel tunggal (uniseluler) dengan ukuran 
antara 5 sampai 20 mikron. Biasanya berukuran 5 sampai 10 kali  lebih besar dari 
bakteri. Khamir tidak mempunyai flagela atau organ lain untuk bergerak, dalam 
kultur yang sama, ukuran dan bentuk sel mungkin berbeda karena pengaruh umur sel 
dan kondisi lingkungan selama pertumbuhan. Beberapa khamir ditutupi oleh 
komponen ekstraseluler yang berlendir disebut kapsul yang terdiri dari polisakarida 
dan heteropolisakarida dan mungkin juga mengandung komponen yang bersifat 







lama semakin tebal jika sel semakin tua. Dinding selnya terdiri dari glukan, mannan, 
protein, kitin dan lipid (Putranto, 2010). 
Khamir dikenal memilki rentang ekologi yang cukup luas dan memiliki 
kemampuan untuk hidup pada daerah yang ekstrim serta umumnya banyak 
ditemukan pada lingkungan yang mengandung bahan organik tinggi (Jumiyati, dkk., 
2012). Pertumbuhan khamir optimal pada pH 4,0-4,5. Khamir dapat tumbuh dengan 
baik pada suasana aerob namun untuk khamir fermentatif dapat tumbuh pada suasana 
anaerob. Kadar gula yang optimal untuk pertumbuhan khamir adalah 10%, tapi kadar 
gula yang optimal untuk permulaan fermentasi adalah sekitar 16% (Eka dan Amran, 
2009). 
Peran ekologi khamir selain dapat menentukan kecepatan dan arah proses 
degradasi senyawa organik di dalam tanah, khamir juga telah lama digunakan untuk 
proses industri seperti pada pembuatan minuman beralkohol, fermentasi tape, 
pembuatan makanan ternak, kosmetik, dan antibiotik. Selain itu, hasil penelitian 
yang dilaporkan oleh Lansane (1997) menunjukkan bahwa khamir di masa depan 
dapat dikembangkan sebagai “renewable resources ”, beberapa jenis khamir mampu 
memproduksi alkohol dari berbagai jenis karbohidrat yang berbeda (Kanti, 2004). 
B. Candida utilis 
Candida sp. merupakan salah satu kelompok khamir yang paling besar yang 
meliputi hampir 1/3 dari seluruh jumlah khamir yang sudah dapat diidentifikasi. 
Kelompok ini banyak dilaporkan mempunyai penyebaran jenis yang cukup luas, 
meliputi ekosistem tanah, perairan, tumbuhan dan serangga. Beberapa diantaranya 
telah diteliti dan dikembangkan untuk keperluan industri pakan ternak, pengolahan 





Candida utilis tergolong yeast (khamir) mampu menghasilkan enzim-enzim 
yang berfungsi dalam metabolisme antara lain glukoprotein seperti invertase, 
melibiase, fosfatase, selulase (glukanase, aril β-glukosidase), fosfolipase, dan 
protease (Sundari, 2003).  
Menurut Environment and Climate Change (2016), identifikasi taksonomi 
dari Candida utilis adalah sebagai berikut: 
Kingdom : Fungi 
Divisi  : Ascomycota 
Subdivisi : Saccharomycotina 
Kelas  : Saccharomycetes 
Ordo  : Saccharomycetidae 
Famili  : Saccharomycetales 
Genus  : Candida 
Spesies : Utilis  
 Sifat fisik dari Candida utilis yaitu memiliki bentuk sel yang bervariasi 
antara lain lonjong, bulat sampai silindris. Mikroorganisme ini dapat bereproduksi 
secara aseksual melalui pembelahan, pembentukan tunas, atau kombinasi keduanya 
serta dapat tumbuh pada suhu 25°C - 37°C (Fajarwati, 2002). Koloni Candida utilis 
pada media Sabouraud Dextrose Agar (SDA) bertekstur halus dan berwarna krim. 
Sedangkan pada media Corn Meal Agar, Candida utilis biasanya memproduksi 
rantai bercabang dari silinder blasto-konidia. Mampu memfermentasi glukosa, 
sukrosa, dan rafinosa, tapi tidak dapat memfermentasikan galaktosa, maltosa, dan 







C. Enzim Selulase 
Enzim dikenal untuk pertama kalinya sebagai protein oleh Sumner pada 
tahun 1926 yang telah berhasil mengisolasi urease dari „karat pedang‟. Sejak tahun 
1926 pengetahuan tentang enzim atau enzimologi berkembang dengan cepat 
(Poedjiadi dan Titin, 1994). Enzim merupakan bagian dari protein yang 
mengkatalisir reaksi-reaksi kimia, enzim juga dapat diartikan sebagai protein 
katalisator yang memiliki spesifisitas terhadap reaksi yang dikatalisis dan molekul 
yang menjadi substratnya (Ompusunggu, dkk., 2014).  
Enzim  berfungsi  sebagai  katalisator, yaitu  senyawa  yang  meningkatkan 
kecepatan reaksi kimia. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi dibandingkan ketika 
reaksi tersebut tidak menggunakan katalis (Supriyatna, 2015). Enzim yang berperan 
sebagai katalisator dalam proses degradasi selulosa yaitu enzim selulase.  
Enzim selulase merupakan enzim ekstraseluler dimana enzim ini akan 
dilepaskan oleh sel mikroorganisme ke dalam media tumbuhnya, sebagai respon 
adanya substrat selulosa pada media tersebut. Enzim ekstraseluler memiliki beberapa 
kelebihan dibandingkan enzim intraseluler, diantaranya mampu menghidrolisis 
substrat-substrat berberat molekul tinggi, relatif stabil, dapat dihasilkan dengan 
tingkat kemurnian yang lebih tinggi serta lebih mudah dipanen (Kamila, 2003).  
Enzim selulase pada umumnya dimanfaatkan dalam berbagai industri seperti 
bioteknologi makanan, tekstil, pakan ternak, kertas, pertanian, serta dalam 
pengembangan penelitian (Sinatari, dkk., 2013). Pengaplikasian enzim selulase 
antara lain dapat digunakan untuk  memperhalus  bubur  kertas  pada industri kertas, 
menjaga warna kain agar tetap cemerlang pada industri tekstil, meningkatkan  
kualitas pada industri pangan, sebagai dekomposer bahan-bahan organik,  





menjadi  berbagai komoditas  senyawa  kimia dan dapat mengurangi dampak negatif 
dari polusi limbah terhadap  lingkungan (Rahayu, 2014). 
Enzim selulase sangat penting karena enzim ini dapat dimanfaatkan untuk 
mengatasi lingkungan dari limbah selulosa. Enzim selulase mampu menguraikan 
selulosa menjadi golongan yang lebih kecil yang kemudian dapat diuraikan lebih 
lanjut menjadi monomernya antara lain glukosa (Kasmiran dan Tarmizi, 2012). 
Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungannya seperti  
temperatur, keasaman (pH), konsentrasi substrat, konsentrasi enzim dan aktivator 
(Bahri, dkk., 2013). Enzim membutuhkan pH tertentu untuk menjalankan 
aktivitasnya. Enzim membutuhkan pH yang berbeda-beda. Ada enzim yang dapat 
bekerja optimal pada pH tinggi dan ada pula yang bekerja optimal pada pH yang 
rendah. Jika pH terlalu tinggi atau terlalu rendah enzim akan mengalami denaturasi 
dan ini akan mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim (Dewi, 2008).  
Selulase adalah enzim yang dapat mengkatalisis terjadinya reaksi hidrolisis 
pada polimer organik, seperti selulosa menjadi komponen gula sederhana yang 
mencakup glukosa (Andhikawati, dkk., 2014). Pada enzim selulase kompleks 
terdapat tiga enzim utama yaitu endo-β-1,4-glukanase, ekso-β-1,4-glukanase , dan β-
1,4-glukosidase  atau  selobiose (Oktavia, dkk., 2014). Proses degradasi selulosa 
menjadi glukosa melibatkan tiga enzim utama dalam enzim selulae kompleks yang 
bekerja  secara  sinergis (Hasanah dan Iwan, 2015). 
Enzim endo-β-1,4-glukanase berfungsi memotong rantai glukosa yang 
panjang menjadi rantai yang lebih pendek secara acak, kemudian enzim              
ekso-β-1,4-glukanase berfungsi memotong setiap dua rantai glukosa (selobiose), dan 





glukosa yang lebih sederhana (Irawati, dkk., 2016). Konsentrasi gula pereduksi 
ditentukan  berdasarkan kurva standar glukosa (Hasanah dan Iwan, 2015). 
Aktifitas enzim menyatakan seberapa besar kemampuan enzim dalam  
menguraikan polisakarida menjadi produknya yaitu monosakarida (Astutik, dkk., 
2013) atau jumlah pereduksi yang dilepaskan oleh kerja enzim per satuan waktu 
(Rahayu, dkk., 2014). Aktifitas ini dihitung dalam satuan International Unit (IU), 
berdasarkan jumlah mikromol glukosa yang dibebaskan permenit pada kondisi 
pengujian (Astutik, dkk., 2013). 
D. Fraksinasi Amonium Sulfat 
Pemurnian adalah proses penambahan senyawa yang dapat menggumpalkan 
dan memisahkan protein dari bahan lain sehingga didapatkan protein yang lebih 
murni (Mayasari, 2016). Pemurnian berarti membebaskan suatu bahan dari senyawa 
lain yang mengganggu dan tidak diinginkan atau sering disebut pengotor (Wardani 
dan Ahsanatun, 2012). Pemurnian protein (enzim) dapat dilakukan dengan beberapa 
cara antara lain, kelarutan relatif protein karena pengaruh pH (pengendapan 
isoelektrik), polaritas (pengendapan dengan etanol atau aseton), atau fraksinasi 
dengan mengatur konsentrasi garam amonium sulfat (Su‟i dan Suprihana, 2013).  
Fraksinasi adalah proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam suatu 
larutan atau suspensi yang memiliki karakteristik berbeda (Yuliasih, 2010). 
Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan atau memurnikan fraksi-fraksi molekul 
protein yang terkandung dalam enzim selulase. Pemisahan tersebut dapat dilakukan 
dengan fraksinasi protein menggunakan garam amonium sulfat. 
 Pengendapan protein dengan penambahan garam ke dalam larutan enzim 
merupakan cara yang banyak dilakukan. Garam yang dapat digunakan berupa 





lebih sering digunakan karena memiliki beberapa kelebihan dibandingkan dengan 
garam-garam yang lain, yaitu mempunyai kelarutan yang tinggi, tidak mempengaruhi 
aktivitas enim, mempunyai kelarutan yang tinggi, tidak mempengaruhi aktivitas 
enzim, mempunyai daya pengendapan yang efektif, mempunyai efek penstabil 
terhadap kebanyakan enzim, dapat digunakan pada berbagai pH dan harganya murah 
(Mayasari, 2016). 
Pengendapan  protein menggunakan prinsip salting out, yaitu  mengendapnya  
protein  (enzim)  karena air  berikatan  dengan  garam  amonium sulfat.  Molekul  
protein  terdiri  dari bagian  asam  amino  hidrofobik  dan bagian  asam  amino  
hidrofilik.  Bagian asam  amino  hidrofilik  dari  protein berinteraksi  dengan  
molekul  air sehingga  protein  yang  mengandung asam amino hidrofilik akan larut 
dalam air,  sedangkan  protein  yang mengandung  asam  amino  hidrofobik akan 
mengendap terlebih dahulu (Sinatari, dkk., 2013). 
 Penambahan garam amonium sulfat ke dalam larutan protein akan menarik 
molekul air dari sekitar permukaan molekul protein, akibatnya protein tidak lagi 
terlindungi molekul air, melainkan berkumpul dengan sesamanya dan kemudian 
mengendap (Telussa, 2013). Ketika  konsentrasi  garam  amonium sulfat  meningkat  
secara  bertahap  pada saat  fraksinasi,  beberapa  molekul  air akan  tertarik  oleh  ion  
garam  amonium sulfat,  yang  menurunkan  jumlah molekul  air  yang  tersedia  
untuk berinteraksi  dengan  asam  amino hidrofilik dari protein, sehingga protein 
yang  mengandung  asam  amino hidrofilik akan mengendap (Sinatari, dkk., 2013). 
Ion garam yang ditambahkan akan mempengaruhi kelarutan protein. 
Penambahan garam terhadap kelarutan protein berbeda-beda, tergantung pada 
konsentrasi dan jumlah muatan ionnya dalam larutan. Semakin tinggi konsentrasi dan 





dikarenakan adanya peningkatan muatan listrik disekitar protein yang akan menarik 
molekul-molekul air dari protein (Mayasari, 2016).   
Interaksi hidrofobik sesama molekul protein pada suasana ionik tinggi akan 
menyebabkan pengendapan protein, yang disebut salting out. Protein yang 
hidrofobitasnya tinggi akan mengendap lebih dahulu, sedangkan protein yang 
memiliki sedikit residu non polar akan tetap larut meskipun pada konsentrasi garam 
yang lebih tinggi. Pada konsentrasi rendah, ion-ion ini akan melindungi molekul-
molekul protein dan mencegah bersatunya molekul-molekul ini sehingga protein 
melarut, peristiwa ini disebut salting in (Mayasari, 2016). Pada proses fraksinasi ini 
bertujuan untuk mengeluarkan senyawa lain dari suatu bahan sehingga sesuatu 
tersebut  memiliki kualitas yang dapat dimanfaatkan oleh manusia untuk digunakan 
sebaik-baiknya sebagai karunia dari Allah SWT agar dapat disyukuri. Sebagaimana 
dijelaskan melalui firman Allah SWT dalam QS. Al-Fatir/35: 12 sebagai berikut: 
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Terjemahnya: 
“Dan tidak sama (antara) dua lautan yang ini tawar, segar, sedap diminum dan 
yang lain asin lagi pahit. Dan dari (masing-masing lautan) itu kamu dapat 
memakan daging yang segar dan kamu dapat mengeluarkan perhiasan yang 
kamu pakai, dan disana kamu melihat kapal-kapal berlayar membelah laut agar 
kamu dapat mencari karunia-Nya dan agar kamu bersyukur” (Kementrian 
Agama, 2002). 
Menurut M. Quraish Shihab dalam bukunya yang berjudul Tafsir al-Mishbah 
menjelaskan bukti yang menunjukkan pengaturan Allah yang sangat teliti sekaligus 
membuktikan kuasa-Nya. Ayat di atas menyatakan: Dan, di antara bukti Kuasa Allah 





yang ini, yakni sungai, tawar, segar, sangat sedap diminum dan yang ini, yakni laut, 
asin lagi pahit. Kendati keduanya berdampingan dan dari masing-masing laut dan 
sungai itu kamu dapat memakan daging yang segar dari binatang yang hidup di sana 
walau di air asin itu dan, di samping makanan tersebut, kamu juga dapat secara 
bersungguh-sungguh mengeluarkan perhiasan yang dapat kamu memakainya seperti 
mutiara dan marjan, dan pada masing-masing laut dan sungai itu kamu dapat 
memakainya seperti mutiara dan marjan, dan pada masing-masing laut dan sungai 
kamu dapat senantiasa melihat kapal berlayar membelah lautan dengan cepat supaya 
kamu dengan kemudahan-kemudahan yang dianugerakan Allah itu dapat mencari 
karunia-Nya dan supaya kamu bersyukur (Shihab, 2002). 
Kata tastakhrijun terambil dari kata ahkraja yang berarti mengeluarkan. 
Penambahan huruf sin dan ta pada kata itu mengisyaratkan upaya sungguh-sungguh. 
Ini berarti untuk memperoleh perhiasan itu dibutuhkan upaya yang lebih (Shihab, 
2002). Ayat tersebut menjelaskan bahwa diperlukan suatu upaya atau proses untuk 
mendapatkan karunia Allah  sehingga dapat dimanfaatkan dengan baik. Sesuai 
dengan penelitian ini yang bertujuan untuk memperoleh enzim selulase murni 
dengan aktivitas tinggi maka dilakukan proses pemurnian menggunakan metode 
fraksinasi ammonium sulfat pada ekstrak kasar enzim untuk mengeluarkan 
kandungan senyawa lain di dalamnya sehingga didapatkan enzim selulase murni 
dengan aktivitas tinggi yang selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk berbagai 
keperluan industri. 
E. Metode Asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 
Metode kuantitatif dapat digunakan dalam uji aktivitas enzim selulase yaitu 
dengan mengamati kadar gula reduksi yang dihasilkan oleh hidrolisis enzim terhadap 





menggunakan metode dinitrosalicylic (DNS) atau Somogy-Nelson (Irawati, 2016). 
Metode DNS dengan menggunakan pereaksi DNS untuk mengukur gula reduksi 
yang diproduksi oleh mikroba memiliki tingkat ketelitian yang tinggi sehingga dapat 
diaplikasikan pada gula dengan kadar yang sangat kecil (Putri, 2016). Metode DNS 
dipilih pada penelitian ini karena merupakan metode yang praktis dan mudah 
dilakukan untuk pengukuran sampel (Hasanah dan Iwan, 2015). Sedangkan metode 
Somogy-Nelson memiliki kekurangan pada perlakuan analisis yang lama dan lebih 
rumit serta tingkat bahaya racunnya lebih tinggi bila dibandingkan dengan metode 
DNS (Irawati, 2016). 
DNS merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi dengan gula reduksi 
membentuk asam-3-amino-5-dinitrosalisilat yang merupakan suatu senyawa yang 
mampu menyerap dengan kuat radiasi gelombang elektromagnetik pada panjang 
gelombang 540 nm (Putri, 2016). Pereaksi DNS dapat bekerja dengan adanya 
komponen pendukung yang membantu kerja DNS yaitu KNa-Tartarat, fenol, sodium 
bisulfit (Na2SO3), dan natrium hidroksida (NaOH) (Irawati, 2016). 
Prinsip pengujian dengan metode dinitrosalisilat (DNS) adalah  gugus 
aldehid  pada rantai polisakarida dioksidasi menjadi gugus karboksil, disaat yang 
bersamaan, gugus aldehid gula akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi 
asam 3-amino-5-nitrosalisilat. Reaksi tersebut akan berlangsung terus-menerus 
selama terdapat gula pereduksi dalam larutan yang diujikan (Hasanah dan Iwan, 
2015). Adanya gula pereduksi pada sampel akan bereaksi dengan larutan DNS yang 
awalnya berwarna kuning menjadi warna jingga kemerahan (Irawati, 2016). 
Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan dengan menggunakan kurva standar 
glukosa (Sonia dan Joni, 2015). Aktivitas enzim selulase dinyatakan dalam satuan 





memecah 1 μmol selulosa menjadi gula pereduksi per menit pada kondisi pengujian 
(Chasanah, dkk., 2013). Aktivitas enzim selulase ditentukan dengan mengkonversi 
nilai absorbansi yang diperoleh dari  konsentrasi glukosa standar, kemudian dihitung 
dengan menggunakan rumus (Irawati, 2016) 
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AE = Aktivitas enzim (Unit/mL) 
C = Konsentrasi glukosa 
BM = Berat molekul glukosa (180 g/mol) 
t = Waktu inkuabasi (menit) 
H = Volume total enzim-substrat (mL) 
E = Volume enzim 
F. Metode Bradford 
Metode Bradford adalah metode pengukuran konsentrasi protein total yang 
menggunakan suatu zat pewarna Coomassie Brilliant Blue (CBB). Zat pewarna ini 
akan berikatan dengan protein yang tedapat pada larutan sampel dalam suasana asam 
(Purwanto, 2014) dan membentuk warna larutan yaitu warna kebiruan (Masri, 2014) 
sehingga absorbansi dari protein dapat diukur dengan menggunakan alat instrumen 
spektrofotometer pada panjang gelombang 465-595 nm (Purwanto, 2014). Kadar 
protein dalam sampel dapat diketahui dengan menggunakan data absorbansi kurva 
standar Bovine Serum Albumin (BSA). 
Reagen Coomassie Brilliant Blue (CBB) akan bebas berwarna merah 
kecoklatan jika berada pada suasana basa. Hal ini dikarenakan Coomassie Brilliant 
Blue (CBB) mengandung residu asam amino dengan rantai samping aromatik 
(Tyrosine, Tryptophan dan Phenylalanine) atau bersifat basa (Arginine, Histidine dan 
Leucine) sehingga absorbansi diukur pada  465 nm. Namun, reagen CBB akan 





G. Spektrofotometer UV-Vis 
Spektrofotometer ultra-violet dan sinar tampak dalam analisis kimia adalah 
untuk analisis kualitatif dan kuantitatif. Metode spektrofotometri ultra-violet dan 
sinar tampak berdasarkan pada hukum Lambert-Beer. Hukum tersebut menyatakan 
bahwa jumlah radiasi cahaya tampak, ultra-violet dan cahaya-cahaya lain yang 
diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan suatu fungsi eksponen dari 
konsentrasi zat dan tebal larutan (Triyati, 1985). Metode ini memerlukan suatu 
proses pengompleksan sehingga dapat membentuk warna yang spesifik pada larutan 
agar terukur dalam spektrofotometer UV-Vis (Kurniawati dan Djarot, 2016). 
Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu sinar polikromatis dari sumber 
sinar melewati monokromator menghasilkan sinar monokromatis, kemudian sinar 
tesebut dilewatkan melalui kuvet yang berisi larutan sampel sehingga menghasilkan 
sinar yang ditransmisikan dan diterima oleh detektor untuk diubah menjadi energi 







Gambar 2.1 Instrumen Spektrofotometer UV-Visible (Jannah: 2014)  
Ada beberapa unsur terpenting dalam spektrofotometer yaitu, sumber lampu 
menggunakan lampu deuterium untuk daerah ultraviolet pada panjang gelombang 
dari 190-350 nm dan lampu halogen kuarsa atau lampu tungsten digunakan untuk 





monokromator digunakan untuk memperoleh dan mengarahkan sinar monokromatis 
dari hasil penguraian dimana alat ini berupa prisma maupun grating, lalu kuvet 
digunakan sebagai wadah untuk menaruh cairan sampel yang akan dilewati berkas 
cahaya spektrofotometer, selanjutnya detektor berfungsi untuk memberikan respon 
terhadap cahaya pada berbagai panjang gelombang, adapun suatu amplifier (penguat) 
yang membuat energi listrik itu dapat dibaca oleh sistem pembacaan (Hasanuddin, 
2015).  
Pengukuran dari alat spektrofotometer UV-Vis berdasarkan hubungan antara 
berkas radiasi elektromagnetik yang diteruskan (ditransmisikan) atau yang diserap 
(diabsorbsi) dengan tebalnya cuplikan dan konsentrasi dari komponen penyerap. 
Untuk mengetahui konsentrasi sampel berdasarkan data serapan sampel (A), maka 
dibuat suatu kurva kalibrasi yang menya takan hubungan antara berkas radiasi yang 
di absorbsi (A) dengan konsentrasi (C) zat standar yang telah diketahui. 
Perhitungannya menggunakan sistem persamaan linier dan berdasarkan pada hukum 
Lambert-Beers (Henry, dkk., 2002). 
Menurut Triyati (1985), dalam analisis spektrofotometri ultra-violet dan sinar 
tampak harus diperhatikan hal-hal seperti, kestabilan warna sedapat mungkin warna 
yang dihasilkan stabil untuk beberapa lama. Reaksi warna yang spesifik, sebaiknya 
dipakai reaksi warna yang spesifik untuk unsur tertentu, sehingga adanya unsur-
unsur lain tidak mengganggu dan pemisahan tidak perlu dilakukan. Sifat zat warna, 
kalau zat warna yang terbentuk berada dalam keadaan tertutup dan segera diperiksa 
karena penguapan akan menyebabkan pemekatan larutan. Sensitif, sensitif yaitu 
dengan perubahan konsentrasi yang kecil, akan menyebabkan pemekatan larutan. 






Spektrofotometer ultra-violet dan sinar tampak dapat digunakan dalam 
analisis kimia untuk analisis kualitatif dan kuantitatif seperti pada penelitian ini 
digunakan untuk mengukur aktivitas enzim dan kadar protein suatu larutan enzim. 
Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan menggunakan metode DNS untuk 
mengukur jumlah gula reduksi yang terbentuk dari hasil hirdrolisis substrat terhadap 
enzim. Pada uji aktivitas ini menggunakan pereaksi asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 
merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi dengan gula reduksi membentuk 
asam 3-amino-5-dinitrosalisilat yang merupakan suatu senyawa yang mampu 
menyerap dengan kuat radiasi gelombang elektromagnetik pada panjang gelombang 
540 nm (Putri, 2016).  
Spektrofotometer dapat digunakan untuk mengukur absorbansi pada uji 
bradford. Metode bradford merupakan suatu uji dengan tujuan untuk mengukur 
konsentrasi protein total secara kolorimmetri dalam suatu larutan. Pada uji bradford 
melibatkan pewarna Coomassie Brilliant Blue (CBB) yang akan berikat dengan 
protein dalam suatu larutan. Warna yang dihasilkan dapat diukur absorbansinya pada 
panjang gelombang 465-595 nm (cahaya tampak) (Anam, 2010). 
  Zat warna yang digunakan pada metode bradford ini dapat dalam bentuk 
anion dan kation. Bentuk kation zat warna ini ialah dye coomassie yang berwarna 
merah dan hijau dengan nilai absorbansi maksimum berada pada panjang gelombang 
kisaran 470 nm hingga 650 nm. Bentuk anion zat warna ini ialah coomassie yang 
berwarna biru dengan nilai absorbansi maksimum berada pada panjang gelombang 
maksimum 595 nm. Penentuan kadar protein pada suatu larutan dilakukan dengan 
menentukan jumlah zat warna dalam bentuk anion (reagen Coomassie Brilliant Blue) 










A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2016 sampai Maret 2017 di 
Laboratorium Biokimia, Laboratorium Riset Jurusan Kimia dan Laboratorium 
Mikrobiologi, Laboratorium Genetika Jurusan Biologi  Fakultas Sains dan Teknologi 
UIN Alauddin Makassar. 
B. Alat dan bahan 
1. Alat 
Spektrofotometer UV-Vis Varian Curry 50, neraca analitik, waterbath 
shaker incubator Thermo Scientific, autoklaf Astell Scientific, lemari pendingin 
Sharp, Centrifuge Refrigerated Heraeus Biofuge Stratos, oven Memmert, 
magentic stirrer, kompor listrik, pipet mikro, microtube, pipet volume, pipet 
skala, labu takar (10 mL, 100 mL), erlenmeyer (250 mL, 100 mL), gelas kimia 
(100 mL, 250 mL, 500 mL), cawan petri, corong, pembakar spiritus, kaca arloji, 
tabung reaksi, batang pengaduk, botol steril, ose bulat, pipet tetes, dan spatula. 
2. Bahan 
Amonium  sulfat ((NH4)2SO4), aquadest, asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS), 
asam fosfat (H3PO4) 85 %, avicel, Bovine  Serum  Albumin (BSA), 
Carboxymethylcellulose (CMC), Comasie Brilliant Blue (CBB) G-25, etanol 
(C2H5OH) 95 %, glukosa (C6H12O6), isolat Candida utilis, yeast extract,alium 
hidrofospat (K2HPO4), kalium  natrium tartrat (K-Na tartrat), kalium nitrat 






sulfat heptahidrat (MgSO4.7H2O), natrium hidrofospat dihidrat (Na2HPO4.2H2O), 
dan natrium hidroksida (NaOH). 
C. Prosedur penelitian 
1. Pembuatan Media 
a. Pembuatan Media Inokulum 
Menimbang masing-masing bahan yang digunakan dalam media inokulum 
terdiri dari K2HPO4 0,2 g, CaCl2 0,008 g, MgSO4 0,08 g, KNO3 0,2 g, yeast extract 
0,8 g, CMC 1 g. Melarutkan dengan aquades sebanyak 200 mL, memanaskan sambil 
mengaduk hingga larut, lalu memasukkan ke dalam erlenmeyer. Setelah itu menutup 
mulut erlenmeyer dengan kapas sumbat kemudian mensterilisasi pada suhu 121°C, 
tekanan 1 atm, selama 15 menit dalam autoclave (Yuniar, 2013). Mendinginkan 
hingg suhu ruang sebelum digunakan. 
b. Pembuatan Media Produksi 
Menimbang masing-masing bahan yang digunakan dalam media CMC broth 
terdiri dari 10 g CMC, 0,4 g MgSO4, 1,5 g KNO3, 1 g K2HPO4, 0,04 g CaCl2, dan 4 g 
yeast extract, kemudian menambahkan aquades sebanyak 1000 mL. Setelah itu 
memanaskan media hingga mendidih sambil mengaduk hingga larut, memasukkan 
semua bahan ke dalam erlenmeyer. Menutup mulut erlenmeyer dengan kapas 
sumbat, kemudian mensterilisasi media ke dalam autoklaf pada suhu 121°C dan 
tekanan 1 atm selama 15 menit. Mendinginkan media hingga suhu ruang sebelum 
digunakan untuk tahap selanjutnya. 
2. Produksi enzim selulase dari isolat Candida utilis 
a. Penyiapan Inokulum 
Mengambil sebanyak 5 ose isolat khamir Candida utlis dari media agar PDA, 





menutup mulut erlenmeyer dengan sumbat kapas. Menginkubasi dengan kecepatan 
130 rpm pada suhu 37°C selama 24 jam dalam Waterbath shaker incubator. 
b. Produksi Enzim Ekstrak Kasar 
Memasukkan media inokulum sebanyak 150 mL ke dalam media produksi. 
Menghomogenkn lalu menutup dengan sumbat kapas. Setelah itu menginkubasi pada 
kecepatan 130 rpm pada suhu 37°C selama 5 hari dalam waterbath shaker incubator. 
Selanjutnya ekstrak kasar enzim selulase diperoleh dengan mensentrifugasi dingin 
kultur pada kecepatan 10000 rpm pada 4°C selama 10 menit (Putri, 2016), Setelah itu 
memisahkan cairan enzim (supernatan) yang dihasilkan dari endapan (residu) 
(Wahyuningtyas, dkk., 2013). Mengambil supernatan sebagai ekstrak kasar enzim 
selulase dan menyimpan dalam lemari pendingin agar dapat digunakan untuk tahap 
berikutnya. 
3. Pemurnian Enzim Selulase 
Pemurnian enzim selulase dilakukan dengan metode fraksinasi dengan 
menggunakan garam ammonium sulfat [(NH4)2SO4] untuk memisahkan protein 
dalam beberapa fraksi. Mengambil ekstrak kasar enzim selulase yang telah diperoleh, 
kemudian menambahkan dengan amonium sulfat (0-10%) secara perlahan-lahan dan 
mengaduk menggunakan pengaduk magnetik dalam keadaan dingin hingga larut dan 
menyimpan selama semalam dalam lemari pendingin. Penambahan jumlah amonium  
sulfat berdasarkan pada  tabel  kejenuhan  amonium  sulfat  (0-10%, 10-30%, 30-
50%, 50-70%, 70%-90%) dan (0-20%, 20-40%, 40-60%,  60-80%, dan 80-100%). 
Mensentrifus campuran (ekstrak kasar + garam) dengan  kecepatan 12000 rpm 
selama 15 menit pada suhu 4°C, kemudian memisahkan supernatan dengan 
endapannya. Setelah itu, melarutkan endapan dengan  buffer natrium fospat 0,05 M 





selanjutnya menambahkan garam amonium sulfat  berdasarkan tabel  tingkat 
kejenuhan 0-10% ke dalam filtrat yang diperoleh dan mensentrifus. Mengulang 
langkah tersebut sampai tingkat kejenuhan 0-100% (Sinatari, 2013). Selanjutnya 
melakukan uji aktivitas enzim selulase terhadap ekstrak kasar enzim dan fraksi-fraksi 
enzim dengan metode DNS dan mengukur kadar protein dengan metode Bradford. 
4. Uji Aktivitas Enzim Selulase Metode Asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) 
Aktivitas enzim selulase diuji menggunakan metode DNS dan dinyatakan 
dalam satuan internasional unit (U/mL). Adanya gula pereduksi yang terbentuk 
mereduksi reagen DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat) membentuk senyawa yang dapat 
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm.  
a. Pembuatan pereaksi DNS  
Menimbang 1 g DNS (3,5-dinitrosalisilic acid), melarutkan ke dalam 20 mL 
larutan NaOH 2 N dan 50 mL aquadest, kemudian menambahkan 30 gram K-Na 
tartrat dan mengaduk dengan magnetik stirrer dan menambahkan aquadest hingga 
volume akhir 100 mL (Hasanah dan Iwan, 2015). 
b. Pembuatan larutan standar glukosa 
Memasukkan 1,5 mL larutan standar glukosa (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) 
mg/mL masing-masing ke dalam tabung reaksi dan 1,5 mL aquadest. Selanjutnya 
menambahkan sebanyak 1,5 mL reagen DNS pada larutan standar glukosa tersebut 
dan menghomogenkan. Memanaskan semua tabung reaksi selama 5 menit dan 
mendinginkan (Hasanah dan Iwan, 2015). Setelah dingin, mengukur serapannya 








c. Uji aktivitas enzim selulase 
Memipet 1,5 mL supernatan (enzim), memasukkan ke dalam 1,5 mL larutan 
Avicel 1%, dan menambahkan 1,5 mL buffer fosfat pH 7, kemudian mencampurkan 
lalu menginkubasi selama 30 menit pada suhu 30°C. Selanjutnya menambahkan 1,5 
mL pereaksi DNS pada larutan dan mendidihkan selama 5 menit pada penangas air 
dengan suhu 100°C, setelah itu mendinginkan, kemudian mengukur serapannya 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang (λ) 540 nm (Putri, 
2016).  Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan dengan menggunakan kurva standar 
glukosa (Sonia dan Joni, 2015). Aktivitas enzim selulase dinyatakan dalam satuan 
internasional yaitu U/mL. Satu unit merupakan jumlah enzim yang dibutuhkan untuk 
memecah 1 μmol selulosa menjadi gula pereduksi per menit pada kondisi pengujian 
(Chasanah, dkk., 2013). Aktivitas enzim selulase ditentukan dengan mengkonversi 
nilai absorbansi yang diperoleh dari  konsentrasi glukosa standar, kemudian dihitung 
dengan menggunakan rumus (Irawati, 2016). 
 AE =
C






AE = Aktivitas enzim (Unit/mL) 
C = Konsentrasi glukosa 
BM = Berat molekul glukosa (180 g/mol) 
t = Waktu inkuabasi (menit) 
H = Volume total enzim-substrat (mL) 
E = Volume enzim 
5. Penentuan Kadar Protein Metode Bradford 
a.  Pembuatan pereaksi Bradford 
Menimbang Comasie Brilliant Blue (CBB) G-250 sebanyak 10 mg, 
melarutkan dalam 5 mL etanol (C2H5OH) 95 %, kemudian menambahkan 10 mL 





mL (Purwanto, 2014). Jika telah larut sempurna, selanjutnya menyaring larutan 
dengan menggunakan kertas saring whatman no. 1 sesaat sebelum digunakan 
(Oktavia, 2016). 
b. Pembuatan larutan standar BSA 
Memasukkan 0,2 mL larutan standar BSA (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1) 
mg/mL masing-masing ke dalam tabung reaksi dan menambahkan pereaksi Bradford 
sebanyak 4 mL, kemudian menginkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Membuat 
larutan blanko dengan mengambil 0,2 mL aquadest dan menambahkan sebanyak 4 
mL pereaksi Bradford (Yuneta, dkk., 2010). Selanjutnya mengukur absorbansi 
larutan standar dan blanko menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang () 595 nm (Oktavia, 2014).  
c. Penentuan Kadar Protein 
 Mengambil cairan enzim selulase (supernatan) sebanyak 0,2 mL, kemudian 
menambahkan 4 mL pereaksi Bradford, lalu menginkubasi selama 5 menit. 
Selanjutnya mengukur serapan larutan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 








HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Pemurnian Enzim Selulase menggunakan Fraksinasi Amonium Sulfat 
Ekstrak kasar enzim selulase selanjutnya dimurnikan dengan metode fraksinasi 
menggunakan garam amonium sulfat. Fraksinasi protein bertujuan untuk memurnikan  
ekstrak kasar protein (enzim) dari molekul-molekul protein lain. Proses fraksinasi 
dilakukan dengan penambahan garam amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 









          (d)    (e) 
Gambar 4.1 Fraksi-fraksi enzim selulase hasil fraksinasi dengan tingkat kejenuhan (0-100%) 
 Pada Gambar 4.1 menunjukkan fraksi-fraksi enzim hasil pemurnian enzim 
selulase menggunakan fraksinasi amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan yaitu (a) 
0-10% dan 0-20%, (b) 10-30% dan 20-40%, (c) 30-50% dan 40-60%, (d) 50-70% 






2. Hasil Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS 
Enzim ekstrak kasar dan fraksi enzim dengan tingkat kejenuhan (0-100%) diukur 
aktivitasnya dengan metode asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS). Fraksi-fraksi enzim memiliki 
konsentrasi garam yang bervariasi sehingga memiliki tingkat kemurnian yang berbeda-beda 
sesuai dengan aktivitas enzimnya. Adapun aktivitas enzim selulase yang diperoleh dari hasil 
fraksinasi amonium sulfat dapat dilihat pada tabel berikut.    
Tabel 4.1 Aktivitas Enzim Selulase dari Hasil Fraksinasi Amonium Sulfat Tingkat  
Kejenuhan (0-100%) 





Ekstrak Kasar (tanpa fraksinasi) 0,3972 0,4208 0,0779 
10% 0,5026 0,5111 0,0946 
20% 0,6991 0,6793 0,1258 
30% 0,6383 0,6272 0,1161 
40% 0,4170 0,4378 0,0811 
50% 0,5454 0,5477 0,1014 
60% 0,5025 0,5110 0,0946 
70% 0,9230 0,8709 0,1613 
80% 1,2702 1,1681 0,2163 
90% 1,1280 1,0464 0,1938 
100% 0,9905 0,9287 0,1720 
 
3.  Hasil Kadar Protein dengan Metode Bradford 
Fraksi-fraksi enzim yang telah diketahui aktivitasnya  selanjutnya diukur 
kadar proteinnya menggunakan metode bradford. Pengukuran kadar protein ini 
bertujuan untuk mengetahui pengaruh tingkat kejenuhan amonium sulfat terhadap 
kadar proteinnya. Adapun kadar protein yang diperoleh dari hasil fraksinasi 








Tabel 4.2 Kadar Protein Hasil Fraksinasi Amonium Sulfat Tingkat Kejenuhan (0-100%) 
Tingkat Kejenuhan (%) Absorbansi 
Kadar Protein 
(mg/mL) 
Ekstrak Kasar (tanpa fraksinasi) 0,0667 0,0592 
10% 0,0723 0,0640 
20% 0,0642 0,0571 
30% 0,0619 0,0552 
40% 0,0822 0,0723 
50% 0,0730 0,0646 
60% 0,0725 0,0641 
70% 0,0216 0,0212 
80% 0,0105 0,0119 
90% 0,0125 0,0136 
100% 0,0139 0,0147 
 
B.  Pembahasan 
1. Pemurnian Enzim Selulase menggunakan Fraksinasi Amonium Sulfat 
 Untuk mendapatkan enzim selulase murni, terlebih dahulu dilakukan 
produksi enzim dari isolat Candida utilis sehingga diperoleh ekstrak kasar enzim 
selulase. Ekstrak kasar enzim yang telah diperoleh kemudian dilanjutkan pada tahap 
pemurnian untuk memperoleh enzim yang lebih murni dari enzim ekstrak kasarnya. 
Penelitian ini dilakukan fraksinasi untuk memurnikan enzim ekstrak kasar dengan 
menggunakan garam amonium sulfat. Tiap-tiap fraksi enzim selulase yang dihasilkan 
dari proses fraksinasi selanjutnya diukur aktivitas enzim selulasenya menggunakan 
metode DNS dan diukur juga kadar proteinnya menggunakan metode Bradford. 
  Proses pemurnian ekstrak kasar dilakukan dengan fraksinasi bertingkat 
garam amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan yang berbeda-beda yaitu (0-100%). 
Penggunaan variasi konsentrasi bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan 





sulfat yang ditambahkan ke dalam ekstrak kasar enzim selulase sesuai persen tingkat 
kejenuhan penambahan garam amonium sulfat.  
Penambahan amonium sulfat dilakukan secara perlahan-lahan dan 
pengadukannya menggunakan magnetik stirer, hal ini bertujuan agar kontak antara 
enzim dan garam amonium sulfat dapat berlangsung dengan baik. Setelah itu 
campuran ekstrak kasar enzim dan garam amonium sulfat disimpan dalam lemari 
pendingin selama kurang lebih 12 jam, tujuannya agar interaksi molekul-molekul 
protein dengan garam amonium berlangsung sempurna sehingga protein mengendap 
dengan baik. Selanjutnya campuran ekstrak kasar dan garam disentrifugasi dingin 
dengan kecepatan 12000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C untuk memisahkan 
filtrat dan endapan. Dimana endapan sebagai fraksi enzim yang akan diuji aktivitas 
dan kadar proteinnya, kemudian filtratnya ditambahkan garam amonium sulfat untuk 
tingkat kejenuhan berikutnya. Proses diatas dilakukan hingga diperoleh fraksi-fraksi 
protein dengan persen tingkat kejenuhan 0-100%. Penambahan amonium sulfat 
berdasarkan tabel kejenuhan Scopes (1987) pada Lampiran 9 dan perhitungannya 
ditunjukkan pada Lampiran 10. 
Fraksinasi protein bertujuan untuk pemisahan ekstrak kasar protein (enzim) 
dari molekul-molekul protein lain sehingga meningkatkan aktivitas enzim selulase 
tersebut. Prinsip dari pengendapan protein menggunakan prinsip salting out, yaitu 
mengendapnya protein (enzim) karena air berikatan dengan amonium sulfat. 
Menurut Bollag (1991) penambahan garam ke dalam larutan protein dapat 
menaikkan daya larut protein, peristiwa ini disebut “salting in”. Kenaikan daya larut 
tersebut disebakan oleh adanya kenaikan koefisien aktivitas dari gugus ionik dan 
kenaikan tersebut akan mencapai tingkat maksimum yang selanjutnya terjadi 





disebabkan oleh adanya kompetisi antara protein dan garam di dalam pengikatan air 
serta interaksi di antara sesama protein.  
Molekul protein terdiri atas bagian asam amino hidrofobik dan bagian asam 
amino hidrofilik. Bagian asam amino hidrofilik dari protein berinteraksi dengan 
molekul air sehingga protein yang mengandung asam amino hidrofilik akan larut 
dalam air, sedangkan protein yang mengandung asam amino hidrofobik akan 
mengendap terlebih dahulu (Hasanah, 2014). Peningkatan konsentrasi garam secara 
bertahap akan menarik molekul-molekul air ke ion garam amonium sulfat, sehingga 
menurunkan jumlah molekul air untuk berinteraksi dengan asam amino hidrofilik 
dari protein, sehingga protein yang mengandung asam amino hidrofilik akan 
mengendap.   
Penelitian ini menggunakan metode penggaraman dengan padatan garam 
amonium sulfat. Metode ini digunakan karena salah satu metode yang sederhana dan 
murah serta tidak merusak enzim. Penggunaan garam amonium sulfat juga memiliki 
beberapa keuntungan antara lain, tidak toksik, mudah larut, dan stabil terhadap enzim 
karena tidak mempengaruhi struktur proteinnya. Setelah tahapan pemurnian enzim 
selulase menggunakan metode fraksinasi garam amonium sulfat maka diperoleh 
fraksi-fraksi enzim selulase dengan berbagai tingkat kejenuhan ditunjukkan oleh 
Gambar 4.1 yang selanjutnya dilakukan analisis kuantitatif untuk mengukur aktivitas 
enzim selulasenya. 
2. Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS 
 Fraksi-fraksi enzim hasil fraksinasi dilanjutkan pada tahap analisis kuntitatif 
dengan melakukan pengukuran aktivitas enzim menggunakan metode asam 
dinitrosalisilat (DNS). Pengukuran aktivitas dilakukan dengan menambahkan 





pH 7. Fungsi dari avicel sebagai substrat yang akan dihidrolisis oleh enzim 
menghasilkan gula pereduksi, sedangkan penambahan bufer fosfat sebagai bahan 
yang dapat mempertahankan pH larutan agar tidak mempengaruhi struktur dan 
aktivitas biologis enzim (enzim tidak terdenaturasi). Selanjutnya campuran larutan 
diinkubasi selama 15 menit pada suhu 30°C, kemudian ditambahkan pereaksi DNS 
lalu dididihkan selama 5 menit dan didinginkan. Setelah itu diukur aktvitas enzim 
selulase menggunakan spektrofotmeter pada panjang gelombang 540 nm. Tujuan 
dilakukan inkubasi pada suhu 30°C agar proses hidrolis berlangsung baik dan suhu 
tersebut merupakan waktu optimum dari enzim untuk menghidrolisis substrat yang 
diperoleh dari penelitian Pertiwi (2017) yang melakukan karakterisasi enzim selulase 
yang dihasilkan khamir Candida utilis.   
Penambahan DNS berfungsi sebagai senyawa bersifat oksidator yang dapat 
mereduksi gula pereduksi sekaligus sebagai senyawa kompleks berwarn orange 
kekuningan yang akan memberi warna pada larutan sehingga dapat diukur oleh 
spektrofotomter uv-vis. Perlakuan pemanasan setelah penambahan DNS bertujuan 
untuk menghentikan kerja enzim dalam menghidrolisis substrat. 
Tujuan analisis dengan metode DNS dilakukan untuk mengetahui aktivitas 
enzim selulase berdasarkan kadar gula pereduksi yang terbentuk sebagai hasil 
hidrolisis substrat oleh enzim selulase. Metode DNS dipilih pada penelitian ini 
karena merupakan metode yang umum digunakan untuk pengukuran aktivitas enzim 
selulase dengan mengukur jumlah gula pereduksi yang terbentuk dan metode ini juga 
mudah dilakukan untuk mengukur sampel dalam jumlah banyak. Prinsip metode 
DNS ini adalah asam 3,5 dinitrosalisilat direduksi menjadi asam 3-amino-5-
dinitrosalisilat. Gugus aldehid pada rantai polisakarida dioksidasi menjadi gugus 





dinitrosalisilat seperti ditunjukkan pada Gambar 4.2. Reaksi akan berlangsung terus 
menerus selama terdapat gula pereduksi dalam larutan uji. Perubahan warna yang 








Gambar 4.2  Reaksi antara pereaksi asam 3,5-dinitrosalisilat dan gula reduksi 
 Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan menentukan konsentrasi gula 
reduksi dengan cara membuat kurva standar glukosa. Larutan glukosa dipilih sebagai 
larutan untuk pembuatan kurva standar karena glukosa termasuk gula reduksi yang 
dihasilkan dari hidrolisis subtrat oleh enzim selulase. Hasil analisis kurva standar 
memiliki persamaan linier y = 1,1683x-0,0945 dengan nilai korelasi (R
2
) sebesar 
0,9944. Persamaan ini digunakan untuk mengetahui konsentrasi glukosa pada sampel 
fraksi enzim.         
Aktivitas enzim selulase didefinisikan sebagai 1 μmol gula reduksi yang 
dihasilkan oleh enzim dari proses hidrolisis substrat selulosa permenit (Sinaga, 
2013). Aktivitas enzim dapat menggambarkan kemurnian suatu enzim    . Makin 
tinggi aktivitasnya, maka enzim tersebut makin murni. Aktivitas ekstrak kasar enzim 















Gambar 4.3 Aktivitas Enzim Selulase terhadap Tingkat Kejenuhan Amonium Sulfat 
Pada Gambar 4.3 menunjukkan hasil dari pengujian aktivitas enzim diperoleh 
data pada variasi tingkat kejenuhan amonium sulfat (0-100%). Pada fraksi 10-20 % 
diperoleh endapan protein yang sangat sedikit dan memiliki kenaikan aktivitas kecil 
dari ekstrak kasarnya yang disebabkan interaksi antara enzim selulase dan garam 
amonium belum maksimal. Pada fraksi 30-60% endapan protein semakin bertambah  
yang menunjukkan terjadinya interaksi antara enzim selulase dan garam amonium 
semakin baik. Pada fraksi 70-80% diperoleh endapan protein yang lebih banyak dan 
terjadi peningkatan aktivitas yang tinggi dari ekstrak kasarnya yang menunjukkan 
terjadinya interaksi antara enzim selulase dan garam amonium semakin maksimal. 
Pada fraksi 90-100% diperoleh endapan protein yang sedikit dan mengalami 
penurunan aktivitas dari fraksi sebelumnya yang menunjukkan interaksi antara enzim 
selulase dan garam amonium berkurang. Peningkatan enzim tertinggi berada pada 
fraksi enzim dengan tingkat kejenuhan 80% sebesar 0,2163 U/mL. Aktivitas fraksi 
enzim 80% tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan larutan enzim ekstrak 
kasarnya dengan nilai aktivitas sebesar 0,0779 U/mL. Menurut Su‟i dan Suprihana 





























Protein yang bersifat hidrofobik akan mengendap pada konsentrasi garam yang 
rendah, sedangkan protein yang bersifat hidrofilik memerlukan konsentrasi garam 
yang tinggi untuk mengendapkannya. Hal ini juga terjadi pada enzim karena enzim 
tersusun atas protein. 
 Hasil penelitian Sinatari (2013) menyatakan bahwa pemurnian enzim  
selulase dari isolat KB kompos termofilik hasil fraksinasi amonium sulfat dengan 
tingkat kejenuhan 0-100% memiliki aktivitas tertinggi pada fraksi enzim 40% 
sebesar 0,7492 U/mL. Penelitian Megasari (2009) yang melakukan pemurnian enzim 
lipase dari bakteri termofilik dengan metode fraksinasi menggunakan amonium sulfat 
0-100%  memiliki aktivitas enzim tertinggi pada fraksi 30%. Hal tersebut berarti 
enzim tersebut cenderung bersifat hidrofobik sehingga mengendap pada konsentrasi 
garam yang rendah.  Sedangkan pada penelitian ini yang melakukan fraksinasi enzim 
selulase Candida utilis dengan tingkat kejenuhan amonium sulfat 0-100% 
menunjukkan aktivitas enzim paling tinggi pada fraksi 80%. Hal ini berarti, enzim 
selulase tersebut bersifat hidrofilik sehingga memerlukan konsentrasi amonium sulfat 
yang tertinggi untuk mengendapkannya. Setelah mengukur aktivitas enzim selulase 
setiap fraksi-fraksi enzim dan ekstrak kasar enzim kemudian dilanjutkan pada tahap 
analisis kuantitatif berikutnya yaitu mengukur kadar proteinnya. 
3. Kadar Protein dengan Metode Bradford 
 Fraksi-fraksi enzim yang telah diukur aktivitas enzimnya kemudian diukur 
kadar proteinnya dengan metode bradford. Analisis kadar protein dengan metode 
bradford merupakan metode pengukuran konsentrasi protein total yang melibatkan 
pewarna Coomassie Brillint Blue (CBB). Pengukuran kadar protein dilakukan 
dengan cara mengambil cairan enzim kemudian ditambahkan pereaksi bradford. 





menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 595 nm. Pereaksi 
bradford berfungsi sebagai zat warna yang akan berikatan dengan protein yang 
terdapat pada larutan sampel dalam suasana asam dan membentuk warna larutan 
yaitu warna kebiruan. Oleh karena itu, absorbansi protein dapat diukur menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 465-595 nm. Kadar protein dalam fraksi-










Gambar 4.4 Kadar Protein Enzim Selulase terhadap Tingkat Kejenuhan Amonium Sulfat 
 Pada Gambar 4.4 menunjukkan bahwa kadar protein berbeda-beda pada tiap 
fraksi. Perbedaan kadar protein tiap fraksi menunjukkan adanya perbedaan kelarutan 
protein dalam air. Protein yang kelarutannya kurang dalam air maka terlebih dahulu 
mengendap dibandingkan protein yang kelarutannya lebih tinggi dalam air. Kadar 
protein tertinggi pada enzim selulase hasil fraksinasi berada pada fraksi 40% dengan 
nilai sebesar 0,0723 mg/mL. Hal ini berarti enzim ekstrak kasar setelah melalui 
proses fraksinasi dengan konsentrasi garam yang tinggi tidak lagi tidak terdapat 
protein-protein lain yang terendapkan melainkan hanya protein enzim selulase. Pada 
































kejenuhan, hal ini karena terjadinya pengendapan jenis protein pada tingkat 
kejenuhan tertentu disebabkan dalam ekstrak kasar enzim selulase yang diproduksi 
mengandung lebih dari 1 jenis protein. Hal ini sesuai dengan penelitian Evi (2011) 
bahwa bila garam netral yang ditambahkan berkonsentrasi tinggi makan protein akan 
mengendap. Pengendapan terus terjadi karena kemampuan ion garam untuk 
menghidrasi, sehingga terjadi kompetisi antara garam dengan molekul protein untuk 
mengikat air. Karena garam amonium sulfat lebih menarik air maka jumlah air yang 
tersedia untuk molekul protein akan berkurang. Apabila ke dalam larutan protein 
ditambahkan larutan garam dengan konsentrasi tinggi, maka kelarutan protein akan 
berkurang sehingga membentuk endapan. Dari data hasil pengujian aktivitas dan 
kadar protein dapat diketahui hubungan antara kedua pengujian berbanding terbalik 









Gambar 4.5 Hubungan antara Aktvitas Enzim dan Kadar Protein 
Pada Gambar 4.5 menunjukkan hubungan antara aktivitas enzim dan kadar 
protein memiliki hubungan yang berbanding terbalik, dapat dilihat bahwa pada nilai 
aktivitas ekstrak kasar enzim sebesar 0,0779 U/mL mengalami kenaikan aktivitas 






















































Hasanah (2014) bahwa larutan ekstrak kasar memiliki nilai aktivitas lebih rendah 
dari enzim hasil fraksinasi karena banyaknya pengaruh pengotor dalam ekstrak kasar 
enzim. Sedangkan pada grafik menunjukkan kadar protein pada ekstrak kasar sebesar 
0,0592 mg/mL mengalami kenaikan kadar protein pada fraksi 40% sebesar 0,0723 
mg/mL kemudian mengalami penurunan kadar protein terendah pada fraksi 80% 
sebesar 0,0119 mg/mL yang berbanding terbalik dengan nilai aktivitas tertingginya 
berada pada fraksi tersebut. Hal ini berarti bahwa pemberian amonium sulfat hingga 
tingkat kejenuhan 80%, makin tinggi tingkat kejenuhan amonium sulfat maka total 
proteinnya makin rendah. Semakin berkurangnya kadar protein dikarenakan larutan 
protein mengalami titik kejenuhan. Kadar protein yang rendah pada fraksi 80% 
tersebut juga terjadi karena pada ekstrak kasar mengandung banyak protein selain 
enzim selulase menyebabkan kadar proteinnya tinggi dan setelah melalui proses 
fraksinasi amonium sulfat maka protein lain dalam ekstrak kasar terendapkan pada 
fraksi tingkat kejenuhan tertentu sehingga protein enzim selulase terendapkan dengan 











Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Ekstrak kasar enzim selulase dari isolat khamir Candida utilis memiliki 
aktivitas enzim selulase sebesar 0,0779 U/mL sedangkan enzim hasil 
fraksinasi amonium sulfat memiliki kenaikan aktivitas pada fraksi 80% 
dengan nilai aktivitas enzim selulase tertinggi yaitu sebesar 0,2163 U/mL. 
2. Ekstrak kasar enzim selulase dari isolat khamir Candida utilis memiliki kadar 
protein sebesar 0,0592 mg/mL sedangkan enzim hasil fraksinasi amonium 




Saran yang dapat disampaikan untuk penelitian ini, yaitu: 
1. Sebaiknya dilakukan uji kualitatif pada enzim selulase yang diperoleh sebagai 
identifikasi awal untuk mengetahui keberadaan enzim selulase yang 
diproduksi dari isolat khamir Candida utilis. 
2. Perlunya proses dialisis enzim selulase dari hasil fraksinasi amonium sulfat 
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Lampiran 1: Skema Penelitian 
 
    
 
  

























Lampiran 2: Bagan Kerja Prosedur Penelitian 
A. Produksi Enzim Selulase 
1. Penyiapan Inokulum  
 
Diambil 5 ose isolat lalu diinokulasikan ke dalam media inokulum 
Dihomogenkan dan ditutup dengan sumbat kapas 
Diinkubasi pada kecepatan 130 rpm pada suhu 37°C selama 24 jam 
dalam waterbath shaker incubator 
 
 
2. Produksi Enzim 
 
Dimasukkan ke dalam media produksi sebanyak 150 mL 
Dihomogenkan dan ditutup dengan sumbat kapas 
Diinkubasi pada kecepatan 130 rpm pada suhu 37°C selama 5 x 24 jam 
dalam waterbath shaker incubator 
Disentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm, suhu 4°C selama 10 menit 





Disimpan dalam lemari pendingin 
  
 
Isolat Candida utilis 
 













B. Pemurnian Enzim Selulase Metode Fraksinasi Amonium Sulfat 
Fraksinasi Amonium Sulfat [(NH2)2SO4] 
   
Ditambahkan amonium sulfat berdasarkan tabel tingkat kejenuhan untuk 
fraksi 1 (0-10% dan 0-20%) 
Diaduk perlahan dengan magnetic stirrer hingga larut 
Disimpan selama semalam dalam lemari pendingin 




         Dilarutkan dengan buffer fosfat pH 7 
 
 
Ditambahkan garam amonium sulfat tingkat kejenuhan berturut-turut 
untuk fraksi 2 (10-30% dan 20-40%), fraksi 3 (30-50% dan 40-60%), 
fraksi 4 (50-70% dan 60-80%), fraksi (70-90% dan 80-100%) berdasarkan 
tabel tingkat kejenuhan. 
Diaduk hingga larut dan disimpan selama semalam 
Disentrifugasi pada suhu 4°C, kecepatan 12000 rpm selama 15 menit 





Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
Fraksi F1(0-10% dan 0-20%) 









C. Uji Aktivitas Enzim Selulase 
1. Pembuatan kurva standar glukosa konsentrasi (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) 
 
Dimasukkan 1,5 mL ke dalam tabung reaksi 
Ditambahkan 1,5 mL aquades 
Ditambahkan 1,5 mL pereaksi DNS 
Dihomogenkan 
Dipanaskan selama 5 menit 
Didinginkan 
Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis  pada 
panjang gelombang () maksimal 540 nm 
 
 
2. Uji aktivitas enzim selulase metode DNS (3,5-dinitrosalisilic acid) 
  
  Dipipet masing-masing sebanyak 1,5 mL  
  Ditambahkan 1,5 mL larutan substrat (Avicel 2%) 
Ditambahkan 1,5 mL buffer fosfat pH 7 
Dihomogenkan 
Diinkubasi selama 15 menit pada suhu 30°C 
Ditambahkan 1 mL pereaksi DNS 
Dididihkan selama 5 menit pada penangas air kemudian didinginkan 
Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada 
panjang gelombang () = 540 nm 
 
Larutan Standar Glukosa 
Kurva Standar Glukosa 






D. Penentuan Kadar Protein 
1. Pembuatan kurva standar BSA konsentrasi (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1) 
  
Dimasukkan 0,2 mL ke dalam tabung reaksi 
Ditambahkan pereaksi Bradford sebanyak 4 mL 
Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 
Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 
panjang gelombang () maksimal 595 nm 
 
 
2. Penentuan kadar protein metode Bradford 
   
Dimasukkan 0,2 mL ke dalam tabung reaksi 
Ditambahkan pereaksi Bradford sebanyak 4 mL 
Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 
Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 





Larutan Standar BSA  
Hasil 







Lampiran 3: Skema Kerja Fraksinasi Enzim Selulase dengan Amonium Sulfat 
 
    
-  ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 0-10% dan 0-20% 
- diaduk dengan magnetik stirrer disimpan semalam lalu 
disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4°C 





 ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 10-30% dan 20-40% 
 diaduk dengan magnetik stirrer 
 disimpan semalam lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12000 





 ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 30-50% dan 40-60% 
 diaduk dengan magnetik stirrer 
 disimpan semalam lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12000 





 ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 50-70% dan 60-80% 
 diaduk dengan magnetik stirrer 
 disimpan semalam lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12000 





 ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 70-90% dan 80-100% 
 diaduk dengan magnetik stirrer 
 disimpan semalam lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12000 










Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
Supernatan (S1) Fraksi protein (F1) 
Supernatan (S2) Fraksi protein (F2) 
Supernatan (S3) Fraksi protein (F3) 
Supernatan (S4) Fraksi protein (F4) 
Masing-masing fraksi: 
 ditambahkan buffer fosfat 7 
 diukur aktivitas dan kadar protein enzim selulase 
 





Lampiran 4: Pembuatan Larutan Standar Glukosa dan Bovine Serum Albumin 
(BSA) 
  
4.1 Larutan Standar Glukosa 
Standar glukosa dengan variasi konsentrasi (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) mg/mL 













Larutan induk glukosa  konsentrasi 2 mg/mL dibuat sebanyak 25 mL dan 
dibutuhkan 0,05 gram  glukosa, dilarutkan dengan water one sebanyak 25 mL. 
Kemudian diencerkan ke konsentrasi (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2) sebanyak 5 mL. 
Pengenceran dibuat sesuai dengan perhitungan dibawah ini:   
a. Konsentrasi 0,2 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 2 mg/mL = 5 mL.0,2 mg/mL 
 V1   = 0,5 mL larutan induk glukosa + 4,5 mL water one 
b. Konsentrasi 0,4 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 2 mg/mL = 5 mL.0,4 mg/mL      
 V1   = 1 mL larutan induk glukosa + 4 mL water one 
c. Konsentrasi 0,6 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 2 mg/mL = 5 mL.0,6 mg/mL       
 V1   = 1,5 mL larutan induk glukosa + 3,5 mL water one 
d. Konsentrasi 0,8 mg/mL 





V1. 2 mg/mL = 5 mL.0,8 mg/mL      
 V1   = 2 mL larutan induk glukosa + 3 mL water one 
 
e. Konsentrasi 1 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 2 mg/mL = 5 mL.1 mg/mL      
 V1   = 2,5 mL larutan induk glukosa + 2,5 mL water one 
f. Konsentrasi 1,2 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 2 mg/mL = 5 mL.1,2 mg/mL      
 V1   = 3 mL larutan induk glukosa + 2 mL water one 
 
4.2 Larutan Standar Bovine Serum Albumin (BSA) 
Standar BSA dengan variasi konsentrasi (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1) mg/mL 










Larutan induk BSA konsentrasi 1 mg/mL dibuat sebanyak 10 mL dan 
dibutuhkan 0,01 gram  BSA, dilarutkan dengan water one sebanyak 10 mL. 
Kemudian diencerkan ke konsentrasi (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1) mg/mL sebanyak 3 
mL. Pengenceran dibuat sesuai dengan perhitungan dibawah ini:   
a. Konsentrasi 0,02 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 0,1 mg/mL = 3 mL.0,02 mg/mL 
 V1   = 0,6 mL larutan induk BSA + 2,4 mL water one 
b. Konsentrasi 0,04 mg/mL 





V1. 0,1 mg/mL = 3 mL.0,04 mg/mL      
 V1   =1,2 mL larutan induk BSA + 1,8 mL water one 
c. Konsentrasi 0,06 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 0,1 mg/mL = 3 mL.0,06 mg/mL       
 V1   = 1,8 mL larutan induk BSA + 1,2 mL water one 
d. Konsentrasi 0,08 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 0,1 mg/mL = 3 mL.0,08 mg/mL      
 V1   = 2,4 mL larutan induk BSA + 0,6 mL water one 
 
e. Konsentrasi 0,1 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 0,1 mg/mL = 3 mL.0,1 mg/mL      







Lampiran 5: Kurva Standar Pengukuran Konsentrasi Glukosa untuk  
Penentuan Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS (asam 
3,5-dinitrosalisilat) 
 
1. Data kurva kalibrasi larutan standar glukosa pada  = 540 nm 
 
No. Konsentrasi Absorbansi 
1. Blanko 0,0000 
2. 0,2 0,0763 
3. 0,4 0,3225 
4. 0,6 0,6018 
5. 0,8 0,8137 
6. 1 1,0907 
7. 1,2 1,3406 
 












1. Blanko 0,0000 0 0,0000 0,0000 
2. 0,2 0,0763 0,04 0,0058 0,0153 
3. 0,4 0,3225 0,16 0,1040 0,1290 
4. 0,6 0,6018 0,36 0,3622 0,3611 
5. 0,8 0,8137 0,64 0,6621 0,6510 
6. 1 1,0907 1 1,1896 1,0907 
7 1,2 1,3406 1,44 1,7972 1,6087 
N = 7 ∑ = 4,2 ∑ = 4,2456 ∑ = 3,8558 ∑ = 3,64 ∑ = 4,1209 
 





















a. Persamaan garis linear 
y = ax + b 
 y = ax - b 
 
a =
n ⤬  ∑ xy − ∑x ⤬  ∑y
n ⤬  ∑x2 −  (∑x)2
 
a =
7 ⤬  3,8558 −  4,2 ⤬  4,2456
7 ⤬  3,64 −  (4,2)2
 
a =
26,9906 –  17,8315






a = 1,1682 
    





























b = y rata-rata – ax rata-rata 
   = 0,6065 - (1,1683 x 0,6)  
   = 0,6065 – 0,7009 
   = - 0,0944 
Jadi, persamaan linear yang diperoleh adalah: 
 y = 1,1682x – 0,0944 
 
b. Nilai Regresi (R2) 
 
R2 =
n ⤬  ∑ xy − ∑x ⤬  ∑y
 ( n × ∑x2 −  (∑x2)) ((n × ∑y2) −   ∑y 2)
 
 
   
R2 =
7 ⤬  3,8558 −  4,2 ⤬  4,2456




26,9906 –  17,8315
























Lampiran 6: Penentuan Aktivitas Enzim Selulase dari Candida utilis Hasil 
Fraksinasi Amonium Sulfat Tingkat Kejenuhan (0-100%) dengan 
Metode DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat) 
Aktivitas enzim selulase ditentukan dengan menggunakan metode DNS 
berdasarkan jumlah gula reduksi yang terbentuk dari hasil hidrolisis substrat oleh 
enzim. Satu unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai banyaknya enzim yang 
menghasilkan 1μmol glukosa per menit (U/mL). 











2. 10% 0,5026 0,5110 0,0946 
3. 20% 0,6991 0,6793 0,1258 
4. 30% 0,6383 0,6272 0,1161 
5. 40% 0,4170 0,4378 0,0811 
6. 50% 0,5454 0,5477 0,1014 
7. 60% 0,5025 0,5110 0,0946 
8. 70% 0,9230 0,8709 0,1613 
9. 80% 1,2702 1,1681 0,2163 
10. 90% 1,1280 1,0464 0,1938 
11. 100% 0,9905 0,9287 0,17202 
A. Konsentrasi Glukosa dalam Fraksi Enzim 
Berikut contoh perhitungan untuk mendapatkan konsentrasi glukosa pada 
fraksi enzim:   
1) Konsentrasi glukosa pada ekstrak kasar (tanpa fraksinasi) 
y = ax – b 













2) Konsentrasi glukosa pada fraksi 10% 
y = ax – b 








x = 0,5110 mg/mL 
B. Aktivitas Enzim Selulase 
Berikut contoh perhitungan untuk mendapatkan aktivitas enzim pada fraksi 
enzim:   









 × 1000 µmol/mmol 
 
1) Aktivitas enzim selulase pada ekstrak kasar (tanpa fraksinasi) 









 × 1000 µmol/mmol 
   = 








 × 1000 µmol/mmol 
   =  
631,22 µmol
8100  𝑚𝐿 .𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡
 
   = 0,0779 µmol/mL.menit 
   = 0,0779 Unit/mL 
2) Aktivitas enzim selulase pada fraksi 10% 









 × 1000 µmol/mmol 
   = 








 × 1000 µmol/mmol 
   =  
766,56 µmol
8100  𝑚𝐿 .𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡
 
   = 0,09464 µmol/mL.menit 





Lampiran 7: Kurva Standar Pengukuran Konsentrasi Bovine Serum Albumin 
(BSA) untuk Penentuan Kadar Protein Enzim Selulase dengan 
Metode Bradford 
 
4. Data kurva kalibrasi larutan standar BSA pada  = 595 nm 
 
No. Konsentrasi Absorbansi 
1. Blanko 0,0000 
2. 0,02 0,0177 
3. 0,04 0,0407 
4. 0,06 0,0682 
5. 0,08 0,0909 
6. 0,1 0,1167 
 












1. Blanko 0,0000 0 0,0000 0,0000 
2. 0,02 0,0177 0,0004 0,0003 0,0003 
3. 0,04 0,0407 0,0016 0,0016 0,0016 
4. 0,06 0,0682 0,0036 0,0046 0,0040 
5. 0,08 0,0909 0,0064 0,0082 0,0072 
6. 0,1 0,1167 0,01 0,0136 0,0116 
N = 6 ∑ = 0,3 ∑ = 0,3342 ∑ = 0,0250 ∑ = 0,0220 ∑ = 0,0285 
 





















c. Persamaan garis linear 
y = ax + b 
 y = ax - b 
 
a =
n ⤬  ∑ xy − ∑x ⤬  ∑y
n ⤬  ∑x2 −  (∑x)2
 
a =
6 ⤬  0,0250 –  0,3 ⤬  0,3342
6 ⤬  0,0220 −  (0,3)2
 
a =
0,1500 –  0,1002






a = 1,1866 
    



























b = y rata-rata – ax rata-rata 
   = 0,0557 - (1,1866 x 0,05)  
   = 0,0557 – 0,0593 
   = - 0,0036 
Jadi, persamaan linear yang diperoleh adalah: 
 y = 1,1866x – 0,0036 
 
d. Nilai Regresi (R2) 
 
R2 =
n ⤬  ∑ xy − ∑x ⤬  ∑y
 ( n × ∑x2 −  (∑x2)) ((n × ∑y2) −   ∑y 2)
 
 
   
R2 =
6 ⤬  0,0250 –  0,3 ⤬  0,3342




0,15 –  0,1003
























Lampiran 8: Penentuan Kadar Protein Enzim Selulase dari Candida utilis Hasil 
Fraksinasi Amonium Sulfat Tingkat Kejenuhan (0-100%) dengan 
Metode Bradford 
Kadar protein enzim selulase ditentukan dengan menggunakan metode 
Bradford berdasarkan pengikatan protein (enzim) dengan zat pewarna Coomassie 
Brilliant Blue (CBB) dan membentuk warna larutan yaitu warna kebiruan. 
 
No. Fraksi Enzim Absorbansi Kadar Protein (mg/mL) 
1. 
Ekstrak kasar  
(tanpa fraksinasi) 
0,0667 0,0592 
2. 10% 0,0723 0,0640 
3. 20% 0,0642 0,0571 
4. 30% 0,0619 0,0552 
5. 40% 0,0822 0,0723 
6. 50% 0,0730 0,0646 
7. 60% 0,0725 0,0641 
8. 70% 0,0216 0,0212 
9. 80% 0,0105 0,0119 
10. 90% 0,0125 0,0136 
11. 100% 0,0139 0,0147 
 
Kadar Protein dalam Fraksi Enzim 
Berikut contoh perhitungan untuk mendapatkan kadar protein pada fraksi 
enzim:   
1) Kadar protein pada ekstrak kasar (tanpa fraksinasi) 
y = ax – b 













2) Kadar protein pada fraksi 10% 
y = ax – b 



















Lampiran 10: Jumlah Penambahan Amonium Sulfat dan Volume Ekstrak 
Kasar Enzim yang diperoleh pada Setiap Fraksi Tingkat 
Kejenuhan (0-100%) 
No. Fraksi 




1. 0-10% 55 250 
2. 10-30% 117 225 
3. 30-50% 126 210 
4. 50-70% 135 205 
5. 70-90% 146 162 
6. 0-20% 113 250 
7. 20-40% 121 226 
8. 40-60% 130 209 
9. 60-80% 140 204 
10. 80-100% 152 168 
 
Penambahan Amonium Sulfat : 
0-10% =   
250 mL
1000 mL
  x 55 gram     =  13,75 gram 
10-30% =   
225 mL
1000 mL
  x 117 gram   =  26,325 gram  
30-50% =   
210 mL
1000 mL
  x 126 gram   =  26,46 gram 
50-70% =   
205 mL
1000 mL
  x 135 gram   =  27,675 gram 
70-90% =   
162 mL
1000 mL
  x 146 gram   =  23,652 gram 
0-20% =   
250 mL
1000 mL
  x 113 gram   =  28,25 gram 
20-40% =   
226 mL
1000 mL
  x 121 gram   =  27,346 gram 
40-60% =   
209 mL
1000 mL
  x 130 gram   =  27,17 gram 
60-80% =   
204 mL
1000 mL
  x 140 gram   =  28,56 gram 
80-100% =   
168 mL
1000 mL





Lampiran 11: Dokumentasi Penelitian Pemurnian Enzim Selulase dari Isolat  
Khamir Jenis Candida utilis menggunakan Fraksinasi Amonium 
Sulfat 
 







      
   Alat-alat gelas        Sterilisasi dalam oven 
 







      





















Media Inokulum + Isolat setelah diinkubasi 
 































Proses Inkubasi      Media Produksi + Media Inokulum   


























   
 
 








     Penambahan Ekstrak Kasar Enzim       Pengadukan 






   
















































Fraksi-fraksi Enzim Selulase 
 
















   
 








Pengukuran Spektrofotometer UV-Vis 
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